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 麹 菌 As p e rg i l l u s  o r y z a e  (以下、麹菌という。 )及び酵母 S a c c h a ro my c e s  c e re v i s i a e
（以下、酵母という。）は清酒や味噌、醤油の醸造に用いられる日本を代表する微
生物であり、長年にわたる利用により食品としての安全性が確認され、知的蓄積
が豊富に存在する。両者は、真核生物の基礎研究においてモデル系としても利用
されるとともに、特に麹菌は多様な酵素を大量に分泌するので、醸造ばかりでな
く異種タンパク質の生産にも用いられる。  
本研究では、麹菌分泌酵素の一つであるリボヌクレアーゼ（ R N a s e） T 1 をコー
ドする遺伝子を麹菌から取得し、マルチコピーで遺伝子導入した高生産株を作成、
高分泌生産を確認した。酵母での高発現が細胞の増殖を阻害することを発見し、
同じ真核微生物でありながら麹菌と酵母では分泌系に違いのある可能性を示した 。   
また、酵母はその高いアルコール生産性とアルコール耐性から醸造に用いられ、
そのアルコール耐性に関する研究は古くから行われてきた。いくつかのアルコー
ル耐性変異株は、細胞壁溶解酵素に対する感受性が低いことから、アルコール耐
性と細胞壁の関連を論じる報告もあった。本研究前には細胞壁にどのような種類
のタンパク質があるのかさえあまりよく分かっていなかったが、申請者は Ti p 1 p
が細胞壁タンパク質であることを発見し、これを用いて細胞壁との結合部位を解
析し、細胞外への輸送転移機構に関するモデルを提案した。  
 本 論 文は 4 章より構成されている。  
 第 1 章では、まず、麹菌と酵母について、醸造での役割、真核生物のモデル、
異種タンパク質の分泌生産宿主としての利用などについて述べるとともに、麹菌
が多様な酵素を大量に分泌生産すること、酵母のアルコール耐性と細胞壁の関係
の研究などについて概説する。続いて、麹菌の菌体外酵素の研究、特に本研究に
用いた R N a s e  T1 に関する研究について総括し、本研究のねらいを述べる。また、
酵母の細胞壁タンパク質について、構造面、機能面、環境への応答、さらに細胞
壁へのタンパク質の固定といった利用面を含めてこれまで研究を概括し、本研究
のねらいを述べる。最後に、本研究の概要を説明する。  
 第 2 章では、麹菌 R N a s e  T 1 遺伝子の解析について記述する。麹菌は多くの加
水分解酵素を大量に分泌する微生物であり、分子生物学分野の研究で利用される
R Na s e  T 1 も麹菌培養物の水 抽出物か ら得られる消 化剤タカ ジアスタ ーゼか ら精
製された分泌型加水分解酵素である。 R Na s e  T 1 は s i R N A（ s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A）
合成のためにも利用される限定分解型 R Na s e であるが、遺伝子は取得されていな
かった。本研究では、麹菌 R N a s e  T1 について、ゲノム D N A 及び c D N A を取得、
麹菌及び酵母での大量発現系を構築し、酵母と麹菌のタンパク質発現、分泌機構
の違いについて考察した。まず、R N a s e  T1 遺伝子を麹菌ゲノムのファージライブ
ラリーから取得し、宿主麹菌及び A s p e r g i l l u s  n id u l a n s に本遺伝子を導入すること
により、取得した遺伝子が機能のある R Na s e  T1 をコードしていることを確認し
た。R N a s e  T 1 遺伝子の m R N A は通常の培養条件の麹菌からは取得できなかったが、
 2 
R Na s e  T 1 高発現株から m R N A を抽出し、R T- P C R を用いることによって R N a s e  T1
の c D N A を得ることができた。 R N a s e  T 1 遺伝子のゲノム D N A と c D N A の塩基配
列を比較し、本遺伝子の転写産物は細胞外分泌のための 2 6 アミノ酸からなるプレ
プロ配列を持ち、この部分配列をコードする塩基配列内に 11 4 b p のイントロンを
持つが、それ以外の O R F にはイントロンがないことが分かった。次に、R Na s e  T1
遺伝子の高発現が、麹菌及び酵母の増殖に与える影響について解析した。麹菌で
高発現することが知られる α アミラーゼ a my B のプロモーターに本 c D N A を接続
したプラスミドを麹菌に導入することにより、対照に比べ活性で 3 0 0 倍以上高発
現する株が取得できた。一方、酵母では同じ c D N A をガラクトース誘導プロモー
ターの下流に接続し、ガラクトース誘導条件により R N a s e  T1 を高発現させると
取得株の増殖が強く抑制されること、すなわち、麹菌と違い、R Na s e  T1 の発現が
酵母の増殖に影響することが分かった。本研究以前には、 R Na s e T 1 のアミノ酸配
列から塩基配列を推測した合成 D N A を用いて大腸菌での発現を試みた場合、そ
のままでは生産させることができず、融合遺伝子として発現させ、分泌後に R N a s e  
T1 と融合タンパク質を切断することによりはじめて成功したと報告されていた。
本研究により、R N a s e  T 1 の発現・分泌が、麹菌では増殖に影響しないが、酵母で
は影響することが示された。麹菌と酵母はともに真核微生物なので同じ分泌経路
を持つと考えられるが、R N a s e  T 1 発現が麹菌には影響がなく酵母に影響を与える
という結果は、タンパク質分泌機構自体、発現した R N a s e  T1 による阻害の影響
等に、両者間で何らかの差がある可能性を示唆している。   
 第 3 章では、酵母細胞壁タンパク質 Ti p 1 p の精製、細胞壁結合部位の解析につ
いて記述している。 Ti p 1 p は低温ショックにより高発現することが知られ、 N 結
合糖鎖を持たない G l y c o s y l p h o s p h a t i d y l i n i s o t o l  ( G P I )型タンパク質であるが、申請
者は Ti p 1 p が細胞壁タンパク質であることを発見した。真核生物の細胞表面のタ
ンパク質には G P I アンカーとよばれる糖脂質を介して細胞膜に結合しているタン
パク質が知られているが、酵母細胞壁グルカンに共有結合している「狭義の細胞
壁タンパク質」も G P I アンカー付加に必要なシグナル配列を持つので、 G P I アン
カーを介して細胞膜に固定された後、細胞壁グルカンに転移すると考えられてい
た。しかし、これまでの解析は細胞壁全体を用いた解析が中心であったため、タ
ンパク質の転移機構やグルカンとの結合様式の詳細は明らかになっていなかった 。
粗試料には N 結合糖鎖も含まれるため、その加水分解物の糖組成分析を行った場
合に見出されるグルコサミンが、 G P I アンカーの加水分解物に含まれるグルコサ
ミンと見分けられなくなることも結果の解析を複雑にしていた。申請者は、以下
のようにグルカンの一部を結合し、 N 結合糖鎖を持たない Ti p 1 p を用いることで
これを克服することができた。L i C l 処理や S D S での煮沸により非共有結合タンパ
ク質を除去した精製細胞壁を調製し、グルカナーゼ処理によりグルカンの一部を
結合した細胞壁タンパク質を得て、ここから Ti p 1 p 部分を含む標品を精製した。
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この標品には約 7 . 5 m o l / m o l のグルコース（グルカン構成成分）、約 1 m o l / m o l のエ
タノールアミン（ G P I アンカー構成成分）が含まれていた。リシルエンドペプチ
ダーゼ消化したペプチドでは、 G P I アンカーに結合する C 末端ペプチドのみがグ
ルコースを含んでいた。また、 C 末端ペプチドには、 G P I アンカー由来と思われ
るマンノース及び約 1 m o l / m o l のエタノールアミンが含まれていたが、G P I アンカ
ーの他の構成成分であるグルコサミンやイノシトールは検出されず、 C 末端に結
合した G P I アンカーが糖鎖部分で切断されていることが示唆された。 Ti p 1 p 部分
をヒドラジン分解により切断し、遊離したグルカン結合糖鎖を H P L C により精製
した。グルカン結合糖鎖にはエタノールアミン、マンノース、リン酸ジエステル
結合、グルコース還元末端を含んでいたが、マンノースの還元末端は検出されな
かった。これらの結果により、 Ti p 1 p のグルカン結合糖鎖は G P I アンカー由来で
あって、 G P I アンカーのマンノースとグルコサミンの結合またはマンノースとマ
ンノースの結合が切断されることにより生じるマンノースの還元末端を利用して 、
Ti p 1 p が細胞壁グルカンと結合していることが示された。Ti p 1 p のさらなる高発現
条件を設定し、グルカン部分を単糖や二糖にまで分解できるグルカナーゼを用い
て単一なグルカン結合糖鎖を大量に精製することにより N M R 解析が可能となり、
GP I 由来糖鎖のタンパク側から 3 番目のマンノースとグルカンが α1 - 4 マンノシド
結合していることが明らかになった。また、細胞膜に結合している G P I タンパク
質の G P I 側鎖は α1 - 2 結合したマンノースの割合が高いと報告されているが、Ti p 1 p
の G P I 由来糖鎖の側鎖は α1 - 2 結合している α1 - 3 マンノシルマンノースの割合が
高いことが分かった。  
 第 4 章では、本研究の成果を基礎として、酵母、麹菌のタンパク質分泌経路研
究及び細胞壁タンパク質の転移機構研究についての展望と本研究成果のさまざま
な分野への貢献の可能性について記述する。麹菌 R N a s e  T 1 については、本研究
で開発したプラスミド等が麹菌や酵母のタンパク質分泌経路研究の基盤材料とし
て利用され、北本ら（東京大学）のグループは、酵母で「 R N a s e  T 1 発現による超
感受性変異株の取得・解析」を行い、いくつかの遺伝子の機能を明らかにした。
酵母細胞壁タンパク質 Ti p 1 p については、この研究により G P I アンカーのマンノ
ース糖鎖部分が切断され、生じた G P I アンカー由来のマンノース還元末端を利用
して α1 - 4 結合していること、G P I 由来糖鎖部分が、既報の細胞膜結合 G P I タンパ
ク質の側鎖と結合の種類および糖残基数の点で異なることが明らかとなった。転
移反応の産物が分かったため、今後は、転移反応及びそれを司る酵素の発見やそ
の利用が重要な課題となる。本研究成果で得られた基礎的な知見は、細胞外タン
パク質の細胞壁への転移反応の解明やその利用に役立つと考えられる。  
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会、安達、宗正、正木、藤井、家藤 
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13. 環境保全と副産物の利用 しょうちゅう粕の微生物処理と清酒酵母の SAM につい
て、2005年 11月、四国醸造セミナー、藤井  
14. 微生物を用いたしょうちゅう粕処理、2005年 10月、酒類総合研究所講演会、藤井  
15. リン高蓄積酵母を用いたしょうちゅう蒸留粕の酵母処理の検討、2005年 9月、土木
学会年次学術講演会、渡部、藤井、家藤, 尾崎 
16. 酵母の砒素応答機構の解析とその利用、2005 年 3 月、日本農芸化学会 2005 年度大
会、宗正、正木、藤井、家藤 
17. 酵母を用いたエチレンジアミン・ヘキサメチレンジアミンの処理に関する研究、2005
年 3月、日本農芸化学会 2005年度大会、渡部、尾崎、正木、藤井、家藤 
18. 酵母の酸耐性または感受性に関わる遺伝子、2005 年 3 月、日本農芸化学会 2005 年
度大会、河畑、岡田、森、正木、藤井、家藤 
19. 麹菌を用いたしょうちゅう蒸留粕の有効処理装置の開発に関する研究、2005年 3月、
第 39回水環境学会、渡部、高山、尾崎、正木、藤井、家藤 
20. Effect of uranium(VI) on the growth of yeast、2004年 11月、The Fourth International 
Symposium on Advanced Science Research、F. Sakamoto, T. Ohnuki, N. Kozai, E. Wakai, 
T. Fujii, H. Iefuji, A. J. Francis 
21. 食品産業用酵母の 26S rDNA D1/D2領域と ITS領域の塩基配列による分類、2004年
9月、平成 16年度日本生物工学会大会、河畑、森、藤井、正木、家藤 
22. 実用排水処理酵母からのリン高取込み酵母の育種と利用、2004 年 9 月、平成 16 年
度日本生物工学会大会、渡部、尾崎、岩下、藤井、家藤 
23. ノニルフェノールに応答する酵母 S. cerevisiae遺伝子の検索、2004年 9月、平成 16
年度日本生物工学会大会、藤井、浮穴、宗正、正木、家藤 
24. 砒素に応答する酵母 S. cerevisiae遺伝子の検索とその利用、2004年 3 月、日本農芸
化学会 2004年度大会、宗正、岩下、浮穴、藤井、家藤 
25. 清酒酵母用発現ベクターの構築、2004 年 3 月、日本農芸化学会 2004 年度大会、池
田、正木、藤井、家藤 
26. 各種クチナーゼによる生分解性プラスチックの分解、2004年 3月、日本農芸化学会
2004年度大会、名倉、正木、藤井、家藤 
27. 瀬野川ぶどうより分離した酵母の製パンへの利用、2004年 3月、日本農芸化学会 2004
年度大会、河畑、岡田、森、藤井、家藤 
28. 実排水処理酵母からのリン高蓄積株酵母の育種と利用、2004 年 3 月、第 38 回水環
境学会、渡部、尾崎、岩下、藤井、家藤 
29. 麹菌を用いた余剰汚泥の脱水処理に関する研究、2004年 3月、第 38回水環境学会、
高山、尾崎、藤井、正木、家藤 
30. しょうちゅう粕の現状と対応-南九州での知見を中心に-、2004年 3月、第 55回日本
醸友会沖縄支部講演会、藤井  
31. 凝集性酵母 Hansenula anomala J224の凝集因子タンパクの解析、2001年 3月、日本
農芸化学会 2001年度大会、西森、家藤、藤井、黒須 
32. 協会９号清酒酵母の遺伝子解析、2001 年 3 月、日本農芸化学会 2001 年度大会、池
田、家藤、藤井、黒須 
33. Conversion of vegetable oil to biodiesel using Cryptococcus sp. S-2 lipase、2001年 3月、
日本農芸化学会 2001年度大会、N. R. Kamini, H. Iefuji, T. Fujii, T. Kurosu 
34. Purification and characterization of cellulose digesting enzymes、2001年 3月、日本農芸
化学会 2001年度大会、P. S. Fernando, H. Iefuji, K. Maski, T. Fujii, T. Kurosu 
その他、海外講演 3 回を含むその他（講演）23 回、外部資金報告書 8 通 
 
